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［摘 要］ 目的: 对比幽门螺杆菌( Helicobacter pylori，Hp) 感染阴性和阳性的晚期胃癌患者接受自体树突状细胞联合细胞因
子诱导的杀伤( dendritic cells-cytokine induced killer，DC-CIK) 细胞维持治疗的疗效差异。方法: 收集 2010 年 6 月至 2012 年 6
月中国人民解放军第 174 医院肿瘤中心收治的 72 例晚期胃癌患者，年龄 29 ～ 90 岁，中位年龄 56 岁，通过胃镜检查进行胃癌
确诊并检测 Hp，分为 Hp 阳性组( 45 例) 及 Hp 阴性组( 27 例) ，在接受手术或 /和放化疗后，接受 2 疗程自体 DC-CIK 维持治
疗，比较两组外周血培养的 DC 分化成熟情况及临床疗效差异。结果: 两组 DC 成熟过程形态变化无差异; Hp 阳性组 DC 表
面分子 CD83、CD86 表达显著高于 Hp 阴性组( P ＜ 0． 01) ，两组间 HIA-DＲ 表达无明显差异( P ＞ 0． 05) 。Hp 阳性组治疗后生活
质量评分( KPS) 、外周血 T 细胞亚群( CD3 +、CD4 +、CD8 + ) 比例较治疗前显著提高( P ＜ 0． 05 ) ，肿瘤标志物( CEA、CA199、
CA724) 表达较治疗前下降( P ＜ 0． 05) 。Hp 阴性组治疗后肿瘤标志物表达、外周血 T 淋巴细胞比例较治疗前显著降低( P ＜
0. 05) ，KPS 评分较治疗前无明显变化( P ＞ 0． 05) 。Hp 阳性组治疗后 KPS 评分、CEA 和 CA199 表达以及 CD3 + 和 CD4 + T 细胞
数量等的改善均优于 Hp 阴性组( P ＜ 0． 05) ，但瘤体稳定率、CA724、CD8 + T 细胞比例无显著差异( P ＞ 0． 05) 。共随访 2 年，阳
性组患者中位生存期为 12． 64 个月，长于阴性组的 11． 42 个月( P ＜ 0． 05) 。结论: 携带 Hp 抗原信息的 DC 疫苗协同 CIK 治
疗能够提高 Hp 感染的晚期胃癌患者的自身免疫功能，达到稳定瘤体、改善生活质量、延长生存期的目的。
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Influence of Helicobacter pylori infection on autologous DC-CIK maintenance
therapy in the advanced gastric cancer patients
Ding Yuan1，Chen Yuqiang1，Li Qiaozhen1，Mi YanJun1，Yan Jianghua2，Ye Yanhua1 ( 1． Department of Oncology，No． 174
Hospital of PLA，Xiamen 361003，Fujian，China; 2． Cancer Ｒesearch Center，Medical College of Xiamen University，
Xiamen 361005，Fujian，China)
［Abstract］ Objective: To evaluate the effect of Helicobacter pylori ( Hp) infection on the outcome of maintenance thera-
py with autologous dendritic cells-cytokine induced killer ( DC-CIK) cells in gastric cancer patients． Methods: Seventy-
two patients with advanced gastric cancer，aged 29-90 years，who were admitted to the Department of Oncology of No． 174
Hospital of PLA between June，2010 and June，2012 were included in this study． Based on the gastroscopic findings，pa-
tients were divided into two groups: Hp-positive and Hp-negative． Both groups received two courses of autologous DC-CIK
immunotherapy after surgery or radiotherapy and chemotherapy． At the end of treatment，DC differentiation and matura-
tion，treatment efficacy and patients outcomes in the two groups were analyzed． Ｒesults: No significant difference was ob-
served in the morphology and maturation status of DCs between two groups ( P ＞ 0． 05) ． Levels of CD83 and CD86 on the
surface of DCs were significantly higher in the Hp-positive group than those in the Hp-negative group ( P ＜ 0． 01 ) ，but
surface levels of HLA-DＲ in DCs had no significant difference between two groups ( P ＞ 0． 05) ． In the Hp-positive group，
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the quality of life KPS score and levels of T lymphocyte markers ( CD3 + ，CD4 + and CD8 + ) were significantly increased
( P ＜ 0． 05) but levels of tumor markers CEA，CA199 and CA724 were significantly decreased ( P ＜ 0． 05 ) after treat-
ment． In the Hp-negative group，levels of tumor markers and the T lymphocyte markers were significantly different before
and after treatment ( P ＜ 0． 05) ，but the KPS score was not significantly improved ( P ＞ 0． 05) ． Hp-positive patients had
better KPS score，higher levels of CEA and CA199，and more abundant CD3 + CD4 + T cells than Hp-negative patients ( P
＜ 0． 05) ． In contrast，the two groups did not significantly differ in tumor stability，CA724 expression，and the number of
CD8 + T cells ( P ＞ 0． 05) ． At the end of 2-years follow-up，the median survival time was 12． 64 months in the HP-positive
group and 11． 42 months in the HP-negative group ( P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Hp infection may help stabilize the tumor
size，improve the quality of life，and prolong the survival time in patients with advanced gastric cancer undergoing mainte-
nance therapy with DC-CIK cells．
［Key words］ dendritic cells-cytokine induced killer( DC-CIK) cell; Helicobacter pylori; gastric cancer
［Chin J Cancer Biother，2015，22( 1) : 67-72］












选择 2010 年 6 月至 2012 年 6 月中国人民解放
军第 174 医院肿瘤中心收治的 72 例晚期胃癌患者，
其中男性 44 例、女性 28 例，年龄 29 ～ 90 岁，中位年
龄 56 岁。入选标准: 组织学、影像学明确诊断为中
晚期胃癌; 接受过胃癌的规范化治疗( 包括手术、放
疗和化疗) ; 末次治疗至开始接受 DC-CIK 细胞免疫
治疗的间隔时间≥4 周; 预计生存期 ＞ 3 个月; KPS








链霉 素 /青 霉 素 购 自 Sigma 公 司 ( 货 号 P11-
010) ，Ficoll 淋巴细胞分离液购自 CEDAＲLANE 公
司( 货号 CL5020 ) ，重组人粒-巨噬细胞集落刺激因
子( rhGM-CSF) ( 货号 SJA01) 、重组人白细胞介素-4
( rhIL-4) ( 货号 SJB02 ) 、重组人白细胞介素-2 ( rhIL-
2) ( 货号 SJB01 ) 、重组人肿瘤坏死因子( rhTNF-α)
( 货号 SJA03) 、干扰素-γ( IFN-γ) ( 货号 SJC02) 均购
自厦门特宝生物技术公司，CD3 单抗细胞( 货号 SB-
JM0112) 购自北京思科达生物科技有限公司，鼠抗
人 CD-83( 货号 11-0839 ) 、CD-86 ( 货号 53-0869 ) 及
HLA-DＲ( 货号 12-9956 ) 单克隆抗体均购自 Biosci-
ence 公司。
表 1 胃癌患者临床特点
Tab． 1 Clinical features of the patients with gastric cancer
Features
HP +
( n = 45)
Hp －
( n = 27)
P
Sex
Male 29 15 0． 454
Female 16 12
Age( t /a)
≥56 26 19 0． 285
＜ 56 19 8
Surgery 28 16 0． 803
AJCC stages
Ⅲa 17 14 0． 234
Ⅲb 12 7
Ⅳ 16 6
1． 3 Hp 的鉴定
患者空腹行胃镜检查，从胃窦部距离幽门 2 ～ 5
cm 处取 1 块胃黏膜组织，放入尿素酶检测试剂瓶
中，5 min 内组织块周围液体变为红色为阳性，不变
色为阴性。
1． 4 DC-CIK 细胞的制备
1． 4． 1 肿瘤抗原的采集及提取 通过胃镜活检获
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得新鲜肿瘤组织，放在细胞筛上研磨，用 ＲPMI 1640
冲洗，加入肝素钠( 20 U /ml) 抗凝，用滤网滤过取单
细胞悬液进行密度梯度离心，收集上清为肿瘤组织
细胞裂解物，放置在 － 20 ℃ 冰箱中反复冻融 3 次，
光镜检查未见有肿瘤细胞，存储备用。
1． 4． 2 外周血 DC、CIK 细胞的诱导培养 分别采
集 Hp 阳性和 Hp 阴性两组患者外周静脉血 50 ml，
用生理盐水稀释、混匀，加入淋巴细胞分离液。利用
密度梯度离心法纯化分离，取细胞层，用无血清培养
基调整细胞浓度至 1 × 106 ～ 2 × 106 个 /ml，贴壁的
细胞添加 GM-CSF、IL-4、TNF-α 等因子，促进其往
DC 方向分化; 悬浮的细胞添加 IFN-γ、CD3 单抗、IL-
2 等因子，促进其往 CIK 方向分化。第 5 天将制备
好的肿瘤抗原用缓冲液稀释成 0． 1 mg /ml。按体积
比 3∶ 1加入 DC 培养基中，4 h 后再加入 TNF-α 分别
诱导培养 8、24、48、72 h，收获悬浮成熟 DC，倒置显
微镜观察两组 DC 形态。第 9 天收获成熟 CIK 细
胞，与人血白蛋白配置成 100 ml 混悬液。
1． 5 流式细胞术检测 DC 表面成熟标记分子
采用直接免疫荧光标记、流式细胞仪检测。每
管取待测 DC 悬液 100 μl，共 5 管，其中 1 管作为空
白对照，余 4 管分别加入荧光抗体 PE-CD86 20 μl、
FITC-CD83 20 μl、PE-HLA-DＲ 5 μl，4 ℃ 静 置 30
min; PBS 洗涤后加入 4% 多聚甲醛固定液室温固定
15 min，PBS 洗涤，加入 1 ml PBS 重悬细胞，流式细
胞仪检测 DC 表面 CD83、CD86 及 HLA-DＲ 的表达，
应用 WinMDI Version2． 9 软件分析结果。
1． 6 DC-CIK 细胞治疗方案
患者在放化疗结束 1 个月后接受 DC-CIK 细胞
免疫治疗。共治疗 2 个疗程，每个疗程均于 12 d 内
回输完毕，休息 16 d 后开始下一疗程。采血当日记
为第 0 天，第 1 ～ 7 天为细胞培养阶段，第 8、9、10、
11、12 天每天收集 DC 1 ml( 含 1 × 106 个细胞) ，于
双侧锁骨上区、双侧腹股沟淋巴结区域分别皮下注
射 0. 25 ml，1 次 /d。第 9、10、11、12 天静脉回输 CIK
细胞混悬液 100 ml( 含 1 × 109 个细胞) ，1 次 /d。
1． 7 疗效评价
1． 7． 1 临床疗效评估 分别于细胞采集前及 2 疗
程治疗结束时记录各项临床指标情况。
1． 7． 2 生活质量评价 采用体能状态卡氏评分
( Karnovfsky performance status，KPS) 标准［3］。
1． 7． 3 瘤体评价标准 2 周期治疗前后做影像学
检查( CT /MＲI /PET-CT) ，测量靶病灶大小，参照实
体瘤疗效评价标准［4］( response evaluation criteria in
solid tumor，ＲECISI) 进行疗效评价。
1． 7． 4 肿瘤标志物、T 细胞亚群指标检测 分别采
集患者外周血，送检验科，通过流式细胞术检测肿瘤
标志物( CEA、CA199、CA724) 表达情况及 T 细胞亚
群( CD3 +、CD4 +、CD8 + ) 比例，并计算 CD4 + /CD8 +
比值。
1． 8 统计学处理
采用 SPSS14． 0 统计软件分析，所有数据以珋x ± s
表示，治疗前后差异的比较采用配对资料的 t 检验，
组间差异比较采用方差检验。以 P ＜ 0． 05 或 P ＜
0. 01 表示差异具有统计学意义。
2 结 果
2． 1 Hp 阳性和 Hp 阴性的两组 DC 形态学的比较
用倒置显微镜观察两组 DC 形态学差异，结果
( 图 1) 显示，起初两组贴壁的细胞均为体积小、圆形
的单核细胞，培养第 3 天起，细胞体积逐渐增大，表面
可见细小毛刺突起，并聚集成大小不等的细胞集落，




第 8 天均呈现成熟 DC 形态。两组 DC 在培养成熟过
程中形态学无明显差异。
图 1 Hp + 组和 Hp － 组 DC 成熟过程的形态改变( ×400)
Fig． 1 Morphological change of DCs during the
maturation process in Hp + and Hp － groups( ×400)
2． 2 两组 DC 的表型鉴定
待第 8 天 DC 成熟，用流式细胞仪检测两组 DC
表面 CD83、CD86 及 HLA-DＲ 的表达百分率，结果
( 表 2) 显示，Hp 阳性组 DC 表面 CD83、CD86 分子
表达水平均明显高于 Hp 阴性组( P ＜ 0． 05 ) ，两组
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HLA-DＲ 阳性率无显著差异( P ＞ 0． 05) 。
表 2 Hp 阳性组和 Hp 阴性组 mDC 的表型表达情况( %)
Tab． 2 Expression of surface marker molecules
on mDC in Hp + and Hp － groups( %)
Group CD83 CD86 HLA-DＲ
Hp- 62． 13 ± 3． 81 67． 13 ± 3． 70 81． 91 ± 4． 22
Hp + 68． 96 ± 3． 94* 76． 01 ± 3． 95* 83． 05 ± 3． 98*
* P ＜ 0． 05 vs Hp － agent group
2． 3 两组 DC-CIK 细胞治疗的疗效
2． 3． 1 生活质量比较 细胞回输前 Hp 阴性组与
Hp 阳性组患者 KPS 评分间无显著差异［( 78． 67 ±
6． 40) vs ( 79． 33 ± 5． 94 ) 分，P = 0． 138］。2 疗程
DC-CIK 细胞治疗后 Hp 阴性组 KPS 评分( 80． 67 ±
5. 94) 分，较回输前无明显变化( P = 0． 167 ) ，Hp 阳
性组 KPS 评分( 86． 67 ± 4． 88 ) 分，较回输前显著增
加( P ＜ 0． 01) ，较阴性组 KPS 回输后也有明显增加
( P ＜ 0． 05) 。
2． 3． 2 瘤体指标评估 细胞回输后 Hp 阴性组 PＲ
2 例、SD 18 例、PD 7 例，瘤体稳定率为 74% ( 20 /
27) ; Hp 阳性组 PＲ 5 例、SD 30 例、PD 10 例，瘤体稳
定率为 77． 8% ( 35 /45 ) ，两组相比差异无统计学意
义( P = 0． 274) 。流式细胞术检测结果( 表 3) 显示，
两组间回输前 CEA、CA199、CA724 表达水平无明显
差异( P ＞ 0． 05 ) ，两组回输后 CEA、CA199、CA724
表达水平均较回输前降低( P ＜ 0. 05) 。治疗后两组
间 CEA、CA199 表达有显著差异( P ＜ 0． 05 ) ，CA724
差异无统计学意义( P = 0. 091) 。
表 3 Hp 阳性和 Hp 阴性患者 DC-CIK 治疗前后肿瘤标志物的表达［ρB / ( ng·ml
－1) ］
Tab． 3 Expression of the tumor markers between Hp + and Hp － groups before and after DC-CIK treatment［ρB / ( ng·ml
－1) ］
Group CEA CA199 CA724
Hp －
Pre-treatment 42． 353 ± 17． 792 60． 080 ± 32． 850 43． 148 ± 26． 108
Post-treatment 36． 61 ± 17． 229* 52． 015 ± 29． 033* 37． 177 ± 21． 741*
Hp +
Pre-treatment 41． 385 ± 16． 786 56． 958 ± 36． 076 42． 738 ± 29． 880
Post-treatment 29． 443 ± 15． 444＊＊△ 43． 388 ± 24． 925＊＊△ 28． 835 ± 19． 068＊＊△
* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01 vs pre-treatment in the same group; △P ＜ 0． 05 vs post-treatment in the Hp － group
2． 3． 3 免 疫 功 能 评 估 流 式 细 胞 术 检 测 结 果
( 表 4) 显示，两组患者治疗前外周血中被检测的 T
细胞亚群均无明显差异 ( P ＞ 0. 05 ) ; 接受 2 疗程
DC-CIK 细胞免疫治疗后，两组患者外周血 CD3 +、
CD4 + T 细胞均较治疗前明显增多，CD8 + T 细胞含量
明显减少，CD4 + /CD8 + 比值增大，差异均有统计学
意义( P ＜ 0． 05 ) 。其中回输后 Hp 阳性组 CD3 +、
CD4 + T 细胞数量显著高于 Hp 阴性组( P ＜ 0． 05 ) ，
CD8 + T 细胞数量、CD4 + /CD8 + 比值两组间无明显
差异( P ＞ 0． 05) 。
表 4 Hp 阳性和 Hp 阴性患者 DC-CIK 治疗前后 T 细胞亚群的表达( %)
Tab． 4 Expression of T cell subset in Hp + and Hp － patients before and after DC-CIK treatment ( %)
Group CD3 + CD4 + CD8 + CD4 + /CD8 +
Hp －
Pre-treatment 56． 934 ± 8． 811 29． 519 ± 9． 339 27． 116 ± 7． 199 1． 173 ± 0． 560
Post-treatment 60． 279 ± 9． 883* 31． 795 ± 9． 899* 24． 484 ± 6． 226＊＊ 1． 425 ± 0． 696＊＊
Hp +
Pre-treatment 57． 092 ± 7． 998 29． 708 ± 8． 635 27． 105 ± 7． 827 1． 195 ± 0． 626
Post-treatment 64． 288 ± 8． 849＊＊△ 36． 175 ± 8． 875＊＊△ 25． 374 ± 7． 376* 1． 543 ± 0． 622＊＊
* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01 vs pre-treatment in the same group; △P ＜ 0． 05 vs post-treatment in the Hp － group
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2． 3． 4 不良反应观察 治疗过程中，72 例患者仅 1
例 56 岁男性患者在第 1 疗程第 9 天 CIK 细胞回输
后出现低热，体温达 38． 1 ℃，经物理降温方法处理
后退热，后回输前口服吲哚美辛片 12． 5 mg，未再出
现不适反应。其他患者细胞回输过程均顺利。
2． 3． 5 随访 对入组治疗患者进行跟踪随访 2 年，
Hp 阳性组中位生存期( median survival time，MST)
12． 64 个月; Hp 阴性组 MST 为 11． 42 个月，Hp 阳性







达国家 和 发 展 中 国 家 分 别 为 58% 和 74%，而 且




者的中位生存期为 68． 5 个月，明显高于 Hp 阴性患
者的 36． 4 个月，特别是 Hp 感染的肠型胃癌患者预
后优于 Hp 阴性者。这可能与 Hp 感染后高表达蛋
白激酶 D2( protein kinase D2，PKD2) ［10］、乙酰化脱
嘌呤 /脱嘧啶核酸内切酶-1( apurinic /apyrimdinic en-
donuclease-1，APE-1 ) ［11］、热激蛋白 60 ( helicobacter








呈抗 原，激 活 初 始 T 细 胞，启 动 特 异 性 免 疫 应
答［14-15］。但 DC 在人体内含量少，不足以承载大量
抗原信息。通过体外培养 DC 细胞，不仅能够在增
加 DC 数量，更能够促进 DC 活化成熟。目前，许多
学者将不同菌株的 Hp、Hp 的不同成分对 DC 分化
成熟及其功能的影响进行实验研究。Kranzer 等［16］
将 Hp 活菌与外周血单核细胞诱导的未成熟 DC
( immature DC，iDC) 共培养，发现 Hp 能够诱导 DC
成熟，并促使其高表达 CD80、CD83、CD86、HLA-DＲ
分子。Hafsi 等［17］发现，Hp 膜蛋白致敏 DC 可显著
诱发 Th1 效应反应。然而 Tanaka 等［18］等发现，Cag
A + 菌株组 DC 表面共刺激分子 CD86 低于 Cag A －
菌株，VacA 蛋白可抑制大肠杆菌脂多糖诱导 DC 的
成熟。说明 Hp 作为抗原能够刺激促进 DC 分化成
熟，但携带不同蛋白基因的抗原诱导出的 DC 其表
面分子表达存在差异。本研究分别用 Hp 阳性和阴
性的胃癌抗原与 iDC 共培养，DC 成熟后检测表面
分子发现，Hp 阳性组 DC 表面 CD83、CD86 显著高
于 Hp 阴性组，而两组 HLA-DＲ 表达水平相似。再
将成熟 DC 回输至患者体内发现，Hp 阳性组患者外
周血中的 T 淋巴细胞的 CD3 +、CD4 + 比例和 CD4 + /
CD8 + 比值均高于 Hp 阴性组。证实经 Hp 阳性胃癌
抗原刺激成熟 DC 能够促进 T 细胞活化，捕捉携带




CA19-9、CA724) 表达下降( P ＜ 0． 05 ) 。Hp 阴性组
细胞回输前后肿瘤标志物表达下降( P ＜ 0． 05 ) ，但
生活质量未见明显改善( P ＞ 0． 05 ) ，两组患者瘤体
稳定率相似。随访 2 年，Hp 阳性组 MST 较阴性组




报告 HEＲ-2 多肽致敏 DC 疫苗治疗 9 名胃癌患者，
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美国西奈山医学院的 Merad 教授及其研究团队发现，肠道内的固有淋巴细胞( innate lymphoid cell，ILC) 能通过巨噬细胞、
树突状细胞发挥作用，影响肠道的耐受和稳态。相关工作发表在 2014 年 3 月份的 Science 杂志上。
ILC 是于 2009 年被科学家发现和定义的，这些细胞数目稀少，一只成年小鼠约有 2 亿个淋巴细胞，却只有数千个 ILC。然
而 ILC 在人体的免疫系统中却有着举足轻重的作用。ILC 一经成熟便分布于人体的肺脏、肠道和皮肤的黏膜层，成为人体抵
抗外界病原微生物侵袭的第一道防线。根据转录因子活性和分泌细胞因子的不同，ILC 被划分为 3 大类，Merad 教授研究的对
象是以转录因子维甲酸相关核孤儿受体 γt( retinoid-related or-phan nuclear receptor γt，ＲOＲγt) 阳性和分泌 IL-17、IL-22 为主要
特征的第 3 类 ILC( ILC3) 。
Merad 团队发现，随着人体内肠道菌群的增加，肠道巨噬细胞产生 IL-1β，IL-1β 进而作用于肠道孤立淋巴滤泡( isolated
lymphoid follicle，，ILF) 中的 ILC3。ILC3 受到 IL-1β刺激后分泌巨噬细胞集落刺激因子( 原称 GM-CSF，现更名为 CSF2) 。CSF2
诱导肠道内的巨噬细胞和树突状细胞释放 IL-1、维甲酸和 TGF-β，这些因子共同作用能够诱导未成熟的 T 细胞成熟，成为 Treg
细胞。Treg 细胞对抑制炎症，维持肠道稳态具有至关重要的作用。
Treg 细胞介导了主要的人体肠道对于食物的耐受作用，因此 Merad 团队也做了相关研究: 给缺少 ILC3 及其所分泌的
CSF2 的小鼠喂食卵清蛋白素后，不能产生特异性的 Treg 细胞，再次接触到卵清蛋白素就会产生炎症反应。这也充分证实了
ILC3 在肠道中的重要作用。
然而，Merad 团队将 CSF2 相关的药物用于肠炎患者，治疗效果却不尽人意。Merad 教授解释说，这是因为临床样本中只
有部分肠炎患者是因为 ILC3 的功能异常或者 CSF2 失活导致的，还有一部分患者则是由于其他原因引起。因此，如果能够先
对患者分型，然后进行针对性治疗，或能带来较好的疗效。
［胡翔 摘译，韩超峰 审阅． Mortha A，Chudnovskiy A，Hashimoto D，et al． Science，2014，343( 6178) : 1249288］
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